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Rövidítések listája 
asRNA   antiszensz RNS 
cDNA   komlementer DNS 
E    korai 
gE     glükoprotein E 
gI     glükoprotein I 
HCMV     Human citomegalovírus 
HSV-1     Human herpeszvírus 1 
IE     azonnali korai 
IsoSeq     Izoforma szekvenálás 
Ka     Kaplan törzs 
L     késői 
lncRNA     hosszú nem kódoló RNS 
ncRNA     nem kódoló RNS 
ORF    leolvasási keret 
PacBio     Pacific Biosciences 
PA- Seq   poliadenilált szekvenálás  
PK-15     sertésvese sejtvonal 
PRV     Pseudorabies virus 
RT2-PCR   reverz transzkripció kapcsolt kvantitatív PCR 
SMRT   Egy molekulás valós idejű  
TES     transzkripciós végződés 
TSS      transzkripciós start hely 
wt     vad típusú 
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Bevezetés 
A Herpeszvírusok családjának több mint 100 tagja van, melyek közül 
8 humán patogén (Herpesz szimplex vírus 1 és 2, Citomegalovírus, 
Varicella zoster, Epstein-Barr vírus, a Humán herpeszvírus 6 A és B 
variánsa, a Kaposi szarkómát okozó vírus, vagy a Humán herpeszvírus 
7 és 8). A herpeszvírusok a duplaszálú (ds)DNS vírusok közé, az egyik 
legnagyobb vírustaxonómiai családba a Herpesviridae-be tartoznak. 
A világ népességének 90%-a fertőzött a fentiekben felsorolt vírusok 
valamelyikével. A herpeszvírusokra jellemző, hogy replikációjuk,  
transzkripciójuk, valamint kapszidjuk összeszerelődése is a gazdasejt 
sejtmagjában történik, majd annak Golgi apparátusát használják fel a 
sejtből való kijutásra. A herpeszvírusokat három nagy alcsaládba 
soroljuk: alfaherpeszvírusok, bétaherpeszvírusok, valamint a 
gammaherpeszvírusok. A herpeszvírusok génjeinek kifejeződése 
időben elkülöníthető: ezek lehetnek azonnali korai gének (IE), korai 
(E) és kései (L) gének. Az azonnali korai gének feladata elsősorban a 
többi gén kifejeződéséért felelősek, jellemzően transzaktivátor 
génekről beszélünk. A korai gének jellemzően a vírus DNS 
replikációjában, míg a kései gének a vírus strukturális elemeinek 
felépítésében játszanak szerepet. 
Pseudorabies vírus (PRV) 
Az alfaherpeszvírusok alcsaládjába tartozó álveszettséget okozó 
vírus. Széles gazdaspecifitással rendelkezik, de legnagyobb gazdasági 
károkat a fiatal sertések megfertőződése okozza, ugyanis ebben az 
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esetben az állatok elhullásához vezet. Nem humán patogén, széles 
körben használt modellorganizmus. Használták korábban a 
herpeszvírusok patogenitásának vizsgálatára [2,3], ezen felül 
neuronális jelölésre [4-6], valamint fluoreszcensen jelölve alkalmas az 
idegpályák jelölésére is [7]. A vírus genomja rendkívül kompakt, 
nagyrész fehérje kódoló gének alkotják, rövid intergenikus régiók 
jellemzik. 
A vírus transzkriptomának kinetikai elemzése a gének policisztonos 
szerveződésének okán rendkívül nehéz. Korábban számos technikát 
használva analizálták már a vírus transzkriptomát, mint például 
microarray technikával [8], Illuminával és reverz transzkripció-
kapcsolt real-time PCR segítségéve (RT2-PCR)[9]. Azonban a 
transzkripciós izoformák (ide értve a splice variánsokat és a hossz 
variánsokat is) vizsgálata rendkívül bonyolult, vagy sok esetben 
lehetetlen. 
A gének kinetikai elemzése tehát rendkívül bonyolult a vírus esetében 
ugyanis a legjellemzőbb a policisztronos elrendeződés, amikor a 
gének különböző transzkripciós indulási helyet használnak (TSS) 
azonban a transzkripció terminációjuk azonos helyen van, tehát 
egyazon poliadenilációs szignált használnak. Ez az elrendeződés a 
következőképpen néz ki egy 4 elemből álló tandem géncsoport esetén, 
ahol az ’1’ a legkülső gént jelenti: 1-2-3-4; 2-3-4; 3-4; 4. 
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Herpesz szimplex vírus 1 
A Herpesz szimplex vírus 1 egy humán patogén vírus, mely sok 
esetben látensen fertőző formában van jelen a gazdaszervezetben, akár 
egy élethosszon át tartó tünetmentesség is jellemezheti. Súlyosabb 
esetekben azonban immunhiányos betegeknél agyhártyagyulladást is 
okozhatnak. A PRV-hez hasonlóan szintén az alfaherpeszvírusok közé 
tartozik. A WHO adatai szerint 3,7 milliárd ember érintett HSV-1 
fertőzésben. 
A korábbi annotációk alapján elmondhatjuk, hogy a HSV-1 genomja 
89 fehérje kódoló gént tartalmaz, valamint 10 hosszú nem kódoló 
(lnc)RNS-t, valamint számos mikroRNS-t [11]. Több genomi régióról 
bizonyították, hogy az antiszensz szálról lncRNS-ek íródnak le, ezek 
közül az első virális lncRNS a LAT (látenciában szerepet játszó 
transzkript) volt [12].  
A HSV-1 transzkripciós aktivitásának vizsgálatára számos technikát 
használtak, mint amilyen a microarray technika [13], Illumina 
szekvenálás [14], reverz transkripció - kapcsolt valós idejű PCR-t 
(qRT-PCR) [15], és a PacBio SMRT- szekvenálást. Ezen technikák 
használatával szinte teljes genomi transzkripciós aktivitás volt 
kimutatható [14]. 
Citomegalovírus (HCMV) 
A HCMV a bétaherpszevírusok alcsaládjába tartozik. A HSV-1-hez 
hasonlóan humán patogén vírusról beszélünk mely rendkívül a 
veszélyes az újszülöttekre és az immunhiányos betegekre nézve. A 
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veleszületett HCMV fertőzés súlyos elváltozásokat okozhat, vagy 
akár halálos kimenetelű is lehet. A vírus genomjának korábbi analízise 
során 164 és 220 közé tették a fehérje kódoló gének számát. Egy 
korábbi riboszóma kötőhelyek meghatározásán alapuló vizsgálatban 
(ribosome profiling) 751 egyedi leolvasási keretet találtak [17]. 
A HCMV felépítését tekintve, hasonlóan más herpeszvírusokhoz, 
nagy komplexitásról beszélhetünk. Alternatív transzkripciós indulási 
helyek [18] épp úgy megtalálhatóak benne, mint alternatív splicing 
helyek [19], vagy policisztronos transzkriptek [20]. A vírus nagyfokú 
kódoló potenciált mutat. A splicing jelensége rendkívül gyakorinak 
számít a HCMV esetén, mintegy 100 splice kapcsolatot írtak le 
korábban, melynek nagy része alternatív splicing [18;20]. 
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Célkitűzések 
Célul tűztük ki a Pseudorabies vírus teljes transzkriptomának 
újrameghatározását különböző szekvenálási platformok 
használatával. Ezen platformok az Illumina HiSeq és a PacBio RS II 
platform (PA-Seq és random primer-alapú RNA-Seq). A 
transzkriptom analízis a sertésvese sejtek (PK-15) megfertőzésével, és 
az innen nyert polyA+ RNS-ek vizsgálatával indult.  
Terveink között szerepelt, hogy a HSV-1 globális transzkriptomát 
meghatározzuk a lítikus ciklus során. Ehhez a PacBio hosszú 
leolvasásokat biztosító szekvenálási technológiáját terveztük 
használni, mely PCR amplifikáción alapul. 
A HCMV transzkriptom vizsgálata során szintén a különböző 
traszkript izoformák, új splice variánsok, új transzkriptek álltak a 
vizsgálataink középpontjában, hogy meghatározzuk a vírus genom 
komplex expressziójának struktúráját. A vizsgálatainkhoz a virális 
RNS-eket a fertőzött humán fibroblaszt sejtekből nyerjük, ahol szintén 
a vírus lítikus ciklusa során jelenlévő transzkripteket vizsgáljuk. 
A PRV génjeinek funkcionális analízise során terveink között 
szerepelt, hogy készítsünk olyan génkiütött vírusokat, melyeknél 
megvizsgáljuk, hogy az adott gén kiütése a vírusból, hogyan hat a 
többi vizsgált gén transzkripciós aktivitására. A vizsgálni kívánt 
gének az ul54, az us7 és az us8. A transzkripciós aktivitás 
vizsgálatához kvantitatív valós idejű PCR technológiát használunk. 
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Módszerek 
A vírusok szaporításához a gazdaspecificitásnak megfelelő sejteket 
használtuk. Több különböző fertőzési időpontot vizsgáltunk az 
analízis során. A DNS és RNS izolálást követően a különböző 
szekvenálási technikáknak megfelelő könyvtárkészítési protokollokat 
végeztük el. Ezen használt platformok az Illumina HiSeq, PacBio 
SMRT- és PacBio Isoseq. 
Az alkalmazott technikákkal tudjuk vizsgálni az átfedő 
transzkripteket, hiszen a hosszú leolvasású szekvenálás lehetővé teszi 
ezen átfedő régiók elkülönítését. A kapott új kódoló és nem kódoló 
géneknél a leggyakoribbakat Northern blott analízissel is 
azonosítottuk. 
Ezen kívül a mutáns vírusok analízise során a fertőzött sejtekből 
izolált RNS-t szál-, és génspecifikus primerekkel cDNS-sé írtuk át, 
majd ezt követően valós idejű kvantitatív PCR segítségével 
vizsgáltuk. 
Eredmények 
A kapott eredményeink azt mutatják, hogy az alkalmazott technikák 
alkalmasak voltak a teljes hosszúságú RNS-ek meghatározására, mind 
az egy-molekulás, mind pedig az amplifikált mintákban. Egy teljesen 
új transzkriptomikai profilt mutattunk a PRV tekintetében, számos új 
transzkripciós variánst határoztunk meg. Bebizonyítottuk, hogy a 
vírus teljes szekvenciáján transzkripciós aktivitás jellemző a DNS 
mindkét szálát érintve, mind a kódoló, mind pedig a nem kódoló 
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szakaszokon. A teljes virális genom transzkripciós aktivitása és az 
egymással átfedő transzkriptek arra engednek következtetni, hogy a 
leíródó transzkriptek a leíródásuk során egy új transzkripciós 
szabályozási színteret hoznak létre. 
A szekvenálási adatokból kiderült, hogy az átfedő RNS molekulák 
számos kombinációban képesek transzkripteket képezni, felülmúlva 
ezzel a korábbi elképzeléseinket a folyamatról. Azonban a valóságban 
leíródó antiszensz RNS-ek száma valószínűleg jóval meghaladja az 
általunk talált RNS-ek mennyiségét, ugyanis ha túl rövid vagy túl 
hosszú RNS-ek képződnek, akkor azokat az alkalmazott szekvenálási 
technikákkal elveszíthetjük, ugyanígy a poly-A-t nem tartalmazó 
transzkriptek jó részéről sem kapunk információt. 
Demonstráltuk, hogy a hosszú leolvasásokat biztosító szekvenálási 
technikák alkalmasak arra, hogy akár átfedő géneknél is 
transzkripciós dinamikát határozzunk meg. A technológia tehát jól 
használható más időben kontrollált kísérleteknél is a vizsgált gének 
kifejeződésének a mértékére. Ezen vizsgálatokat a Pseudorabies 
vírusnál végeztük el hat különböző fertőzési időpontban. 
Mind a három vizsgált herpeszvírusnál megsokszoroztuk a már ismert 
transzkriptek számát. Ide sorolhatjuk a különböző transzkript 
izoformákat, az új- és az alternatív splice variánsokat, a komplex, 
úgynevezett policisztronos transzkripteket is, ezen felül 
meghatároztuk a TSS és TES helyeket is. Analízisünk során új nem 
kódoló és kódoló transzkripteket is felfedeztünk, mind a kódoló, mind 
pedig a nem kódoló régióban. 
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Létrehoztunk egy új deléciós mutánst a PRV esetében. Az ul54 mutáns 
kvantitatív PCR vizsgálata azt mutatja, hogy a gén felelős a korai 
génexpresszió normális kifejeződéséért, ugyanis a mutáns vírus 
esetében egy elhúzódó korai génkifejeződési fázis jellemző, valamint 
az ul54 gén szerepet játszik a virális DNS replikációjában, ezáltal 
hatással van a késői gének kifejeződésére is. 
Másrészt megvizsgáltuk az us7-8 mutáns vírus génjeinek 
kifejeződését is a vad típushoz képest. Ezen gének a vírus 
glükoprotein génjeit kódolják. Azt vártuk, hogy egy lassabb fertőzési 
idő lesz jellemző a mutáns vírusra, azonban ez nem volt tapasztalható. 
Az us7-8 deletáns vírus a fertőzés első hat órájában leszabályozza a 
globális transzkripciót a kinetikai osztályoktól függetlenül, a hat órás 
fertőzés után viszont egy túlexpresszált állapotot tapasztaltunk a 
vizsgált gének tekintetében. 
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